(19 


Europalsches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 


(jj) Veroffentlichungsnummer : 0 01 6 387 

B1 


EUROPAISCHE PATENTSCHRIFT 


@ Veroffentlichungstag der Patentschrift : 
26.01^3 

@ Anmeldenummer : 80101187.5 
@ Anmeldetag : 08.03.80 


@ Int. ci3 : G 01 N 33/52, G 01 N 31/22 


@ DIagnostteches MKtel zum Nachweis von Bestandtellen von RPaslgkelten. 


@ Priorftgt : 15.03.79 DE 2910134 

@) Veroffentlichungstag der Anmeldung : 
01.10.80 Patentblatt 80/20 

@ Bekanntmachung des Hinweises auf die Patenter- 
teilung : 26.01.83 Patentblatt 83/04 

@ Benannte Vertragsstaaten : 

AT BE OH DE FR GB IT LU NL SE 

@ Entgegenhaltungen : 
DE A 1 598 153 
DE A 2 603 004 
FR A 2 191 734 
QB A 1 316 671 
US A 3 784 358 
US A 3 844 865 


(0 


Q. 
lU 


@ Patentinhaber : BOEHRINQER MANNHEIM GMBH 
Sandhofer Strasse 112-132 Postfach 31 01 20 
0-6800 Mannheim 31-Waldhof (DE) 

@ Erfinder : Vogel, Peter, Dr.rer.nat. 
SGhut>ertweg 5 
D-6944 Hemabach (DE) 
Erfinder : Braun, Hana-Peter, Dr.rer.nat. 
Auf der Au 3 
D-6944 Hemsbach (DE) 
Erfinder : Berger, Dieter, Dr.rer.nat. 
Benshelmer-Strasae 45 
D-6806 VIemhelm (DE) 
Erfinder : Werner, Wolfgang, Dr.rer.nat. 
Melssener Weg 39 
D-6800 Mannheim 42 (DE) 


Anmerkung: Innarhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des 
europaischen Patents im EuropSischen Patentblatt kann jedermann belm Europdlschen Patentamt gegen das ertellte 
europaische Patent Einspruch einlegen. Der Elnspruch ist schriftllch elnzureichen und zu begrOnden. Er gift erst als 
eingelegt. wenn die EinspruchsgebQhr entrlchtet worden Ist (Art. 99(1) Europalsches Patentuberelnkommen). 

Jouve, 18, rue St-Denis, 75001 Paris. Prance 


0 016 387 


Diagnostfsches Mfttel zum Nachweis von Bestandteilen von Flussigkeiten 

Die Erfindung bezieht sich auf ein diagnostisches Mittel der im Oberbegriff des Anspruchsl 
genannten Art. Der Nachweis der inhaitsstoffe von Flussigkeiten mittels Teststreifen gewinnt eine immer 
grdBere Bedeutung. Sie liefern in vielen F§lien einfache, prelswerte und schnelie Nachweisverfahren. 
Weitverbreftet sind Teststreifen in der Harndiagnostik als quaiitetive und semiquantitative Nach- 
5 weisverfahren. Spezieite Teststreifen Konnen auch zum Nachweis von inhattsstoffen von Blut und Serum 
in der arztllchen Diagnose eingesetzt werden. Darut)er hinaus warden Teststreifen auch zur Unter*- 
suchung von Qetrdnken, Trinkwasser, Abwasser und anderen in der Industrie anfallenden Flussigkeiten 
vielfach genutzt. 

Eine Schwierigkeit fur die quantitative Auswertung der Nachweis-Methoden insbesondere fur 

10 hochmoiekutare und korpuskuldre Bestandteile von FIQssIgkeiten auf Teststreifen-Basis t>estand bisher 
darin, daB fast ausschlreBIich Papier als saugender Trdger eingesetzt wurde. Beispielsweise sei die 
Bestimmungsmethode vom Hamoglobin nach Tallqvist im Blut angefuhrt. Die Homogenitdt im Bezug auf 
Schlchtdicke, Struktur und Zusammensetzung, wie sie fCir quantitative Teste erforderlich ist, ist bei 
Papieren nur schwer zu errelchen. Bei Verwendung von Papieren fur quantitative Teste enweist es sich 

15 welter ais nachteillg, daB haufig eine exakte Doslerung'des Probenmateriais notwendig ist. 

Einen groBen Fortschrltt fur die quantitative Bestlmmung niedermoiekuiarer Stoffe erbrachte die 
Verwendung von Filmen gemaB DE-C-1 598 153, Diese Filme kSnnen in ihren Eigenschaften den 
Jeweiilgen Analysenverfahren angepaBt werden. Sie verlangen kelne prazise Doslerung des Unter- 
suchungsguts und reagieren glelchermaBen mit hiarn, Plasma, Serum oder Vollblut. Nach einer kurzen 

20 Einwirkzett wird das uberschussige Probenmaterlai einfach abgewischt. Auf Grund der geringen 
PorengrdSe dieser Fllme ermOgiichen sie eine Abtrennung der dispergierten oder suspendlerten 
Bestandteile der zu unterauchenden L5sung. bspw. der Erythrozyten des Biutes. von den niedermolekula- 
ren. getdsten Inhaltsstoffen. 

Diese FItme kdnnen. auBer den fiir die Naohweisreaktion erforderlichen Reagenzien, auch ubiiche 

25 FQIistoffe und Hltfsstoffe wie Kreide, Titandioxid etc. oder Pigmente zur Erhdhung der Remission 
enthatten. Die In den verschledenen Ausfuhrungsbelspielen angegebenen Mengen dieser Stoffe reichen 
aber nicht aus, um die DurchlSsslgkeit der Filmoberfl&che zu ver§ndern. DIese Filme k6nnen ober nicht 
eingesetzt werden, wenn ceiluiare Bestandteile oder groBe Molekule mIt Molgewichten uber 50.000, z.B. 
Enzyme, bestlmmt werden sotlen. Derartige Substanzen dringen nicht oder nicht ausreichend in den Film 

30 ein, um eine meBbare Reaktion zu bewirken. Aus diesem Grunde lessen sich mit diesem Filmprinzlp z.B. 
keine brauchbaren Teste fOr den Nachweis von HSmoglobin. Cholesterin In LIpoproteinen oder Enzymen 
herstellen. 

In der QB-A-13 16 671 sind porose Blatter oder Filme beschrleben, die dadurch erhalten werden, daB 
man einer Ldsung des Kunststoffs50% eines Fulistoffs und entweder eine groBere Menge eines 

35 L6sungsmlttels zusetzt, so daB beim Verdampfen desselben Hohlraume entstehen, oder die erhaltene 
Folie mechanlsch verstreckt, so daB sie entlang der Fullstoff/Kunststoffgrenzen aufrelBt und ebenfalis 
Hohlraume gebildet werden. Die erhaltenen Follen sollen ais Papier oder Lederersatz venvendet werden 
und eine mdgllchst groBe Luftdurchlassigkelt aufwelsen. 

in der DE-A-26 03 004 sind streifenf6rmige DIagnoseeinrichtungen beschriei:)en, die entweder aus 

40 FItterpapier oder aus einem mikropor5sen, Kapiilarlt&t aufweisenden Kunststoffblatt aus Polyvinylchtorid. 
das mIt 50% Sillziumdioxld versetzt ist, bestehen. Die inneren Oberfiachen dieser Trager sind mit einem 
Reagenz belegt, welches imstande ist, das Substrat zu immobliisieren. Fur den Test wurde das Substrat 
durch den Stretfen chromatographiert und die Kapiilarwanderungsstrecke mit einer Indikatoridsung 
sichtbar gemacht Da die Reagenzien nicht In den Trdger eingebettet sind, sondern nur auf die 

45 OberflSche aufgebracht sind, mussen sie durch eine kovalente chemische Bindung fixlert werden. was 
die Anwendbarkelt der Methoden auf wenlge spezleile Fille einschrinkt. 

Es wurde nun vdliig uberraschend gefunden, daB saugende, « offene » Filme erhalten werden, wenn 
in die wfissrige Dispersion von filmblldenden organischen Kunststoffen, aus der der uniosliche Film 
hergestelit wird, Feststoffe in Form felner, unl6slicher, organlscher oder anorganischer Partikei mit einer 

50 Gr5Be von 0,2-20 ^.m gegeben werden. Filmbltdende Substanz und zugesetzter Fulistoff mussen in der 
zu untersuchenden Flussigkeit, ubiicherweise einer wdssrigen Ldsung, unidsiich sein. Da der Fulistoff 
seibst nicht « reagiert », Ist seine Zusammensetzung unkritisch. Verwendet werden kann beispielsweise 
Cellulose, Kleselgur, Kieselgel, gefSllter Gips, Calciumcarbonat, Kaolin, Polyamid, Glas u.a. Das 
Gewtohtsverhdttnis der Menge dieser Stoffe, Im folgenden « FQIistoffe » genannt, zur Menge des 

55 filmblldenken Kunststoffs soli 20 : 1 bis 2 : 1 bevorzugt 5:1 bis 2 : 1 betragen. Das Mengenverhaltnis 
hSngt von dem vorgesehenen Verwendungszweck ab. MIt stelgenden Mengen Fulistoff und stelgender 
speziflscher Oberfl§che des verwendeten Materials wird der Film saugfahiger. 

Oberschreitet der Anteil an Fulistoff eine bestimmte Grenze, so wird der Film mechanlsch instabll. 
Wird zu wenig Fulistoff In den Film gegeben, wird erfur hochmolekulare oder korpuskulare Bestandteile 

00 durchlissig. 

Unter hochmolekularen Inhaltsstoffen werden solche mit einem Mol-Gewicht von uber 50.000 ver- 
etanden. 
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Geeignete Filmbildner sind bevorzugt organische Kunststoffe. wie Polyvinylester. Polyvinylacetate. 
Polyacrylester, Polymethacrylsaure, Poiyacrylamide, Polyamide, Polystyrol. Mischpolymerisate. 2.B. von 
Butadien und Styrol odor von Maleinsaureester und Vinylacetat jedoch konnen auch andere fllm- 
bildende, naturliche und synthetische organische Polymere sowie Mischungen derselben in Form von 
5 wassrigen Disperslonen. verwendet warden. 

Die Dispersionen lassen sich auf einer Unterlage zu einer gleichmaBigen Schicht verstreichen. die 
nach dem Trocknen einen wasserfesten Film ergibt. Die trockenen Filme haben eine DIcke von 10 jim bis 
500 ixm vorzugsweise von 30-200 ^m. 

EIn besonderer Vorteil gegenQber saugfahigen Papieren besteht darin. daB solche Rime einfacher. 

10 glelchmiBlger und reproduzierbarer gefertigt werden konnen. Der Fiim kann mit der Unteriage als Trager 
zusammen verwendet werden Oder fur die Nachweisreaktion von ihr abgezogen und bspw. auf eInen 
anderen Trager aufgebraclit werden. Trager fur die Filme sind vorzugsweise Kunststoff-Folien. Bs konnen 
aberauch andere Foiien, Paplere, Kunststoff-Tafein, Glas, Metall usw. als Trager eingesetzt werden, wenn 
es der Verwendungszweck verlangt. 

15 Die fur die Nachweisreaktion erforderllchen Reagenzlen werden normalerweise direkt in die 
Dispersion gegeben. Sofern vorteilhaft, kann der gebildete Film aber mit Ihnen auch imprfigniert werden. 
Auch eine Vorimpragnierung der Fulistoffe mit den Reagenzlen ist moglich. Die Verfahren lassen sich 
auch derart kombinieren, daB z.B. bestimmte Bestandtelle in die Dispersion gegeben werden und andere 
auf den Film nachimpragniert werden. Dadurch laBt sich eine gewisse, riumliche Trennung der 

20 Bestandtelle erreichen, was zu stabileren Oder reaktiveren Testen fuhren kann. Eine weitere Moglichkeit. 
Rezepturbestandtelie voneinander zu trennen, besteht darin, sie auf verschledene Beschichtungsmassen 
zu verteilen und dtese In der optimalen Reihenfolge nachelnander zu beschichten, so daB ein 
Mehrschichten-System entsteht. 

Sofern notig, lassen sich Verdickungsmittel, Emulgatoren, DIspergiermittel, Pigmente, wie z.B. 

25 TItandloxld, Weichmacher, Netzmlttel usw., zusetzen. 

DIspergiermittel, Emulgatoren und Verdickungsmittel dienen zum Herstellen und Stabllisleren der 
Dispersionen. Pigmente, wie z.B. Titandioxid, die identlsch mit dem Fullstoff sein kSnnen, verbessern die 
Remisslonseigenschaften von Filmen, Indem sie fur mogllchst geringe Transparenz und erhShte 
Remission der Filme sorgen. Dies ist insbesondere dann von Vorteil, wenn die so erhaltenen 

30 diagnostischen Prufmittel remlssionsphotometrisch ausgewertet werden sollen. Mit Weichmachern 
lassen sich die Elgenschaften der Filmbeschichtungsmassen sowie der Filme optlmieren. z.B. werden 
ihre Standfestlgkelt. ihre Viskositat. ihre Haftung auf der zu beschichtenden Unterlage u.a. verbessert. 
Netzmlttel werden eingesetzt. um eine bessere Benetzung des Films durch das Probengut zu erreichen. 
Sie konnen glelchzeltig auch Reaktionen katalysieren oder Rezepturen stabllisleren Oder die Reaktions- 

35 farbe brillanter und kontrastreicher machen. 

Die hierin beschriebenen Filme werden vorzugsweise beim Nachweis der Inhaltsstoffe von Korper- 
flussigkeiten. wie Harn, Biut. Serum und Speichel eingesetzt, konnen Jedoch In geeigneter Modlflzierung 
auch in anderen waSrIgen Flusslgkelten wie Trinkwasser, Abwasseretc. und gegebenenfalls auch In 
organlschen Losungsmlttein, in denen sie unloslich sind, eingesetzt werden. 

40 Gegenstand tfer vorliegenden Erfindung ist ein diagnostisches Mittel zum Nachweis von korpuskula- 
ren oder hochmolekuiaren Inhaitsstoffen von Flussigkelten, wie es in den Anspruchen naher gekenn- 
zelchnet ist. 

Die groBen Vorteile bestehen darin, daB der Film, der die benotlgten Reagenzlen aufnimmt, auf den 
vorgesehenen Verwendungszweck gezielt eingestellt werden kann, indem man die besten geelgneten. 
45 Filmbildner, Fulistoffe usw. auswShlt. Ein welterer groBer Vorteil ergibt sich daraus, daB auf prSzise 
Probendosierung verzichtet werden kann, well der Film das Probenmaterial selbst doslert. Der UberschuB 
wird einfach nach einer gewlssen EInwIrkungszeit abgewischt. 

Im folgenden werden einlge Belspiele fur das erfindungsgemaBe IVIIttel gegeben. 


Zur Hersteliung eines Reagenzfllmes zum Nachweis von Cholesterin im Serum wird eine Dispersion 
folgender Zusammensetzung bereltet : 


50 


Beispiel 1 


60 


55 


Cellulose 

Polyvinylpropionat-Dlspersion (50 % in Wasser) 

Methylhydroxypropyl-Cellulose . 

TItandioxId-Pulver 

Cholesterlnesterase 

Cholesterinoxidase 

Peroxidase 

GaitussSure 

Eine Ldsung von 0.2 g 3.3',5V5'-Tetramethylbenzidln und 0,17 g 


0.042 g 

2g 

1 200 U 
800 U 
26000 U 
0,003 2 g 


5g 
3g 


65 


DIoctylnatrlumsulfosuccinat in 0,74 ml Aceton 
Kaliumdihydrogen-Phosphat 


1 ml 
0,049 g 
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Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat 0,167 g 

dest. Wasser 19.5 ml 

Die Mtechung wird auf eine Polycarbonat-Folie in einor 300 dicken Schlcht aufgetragen und 
anschlleBend mit Warmluft getrocknet. Die so erhaltene Reagenzschicht ergab mit cholesterlnhaltigen 
Seren In Abhfinglgkett von der CH-Konzentration gut abgestufte. blaue Farbungen. 

Nach Justieron des mit einer linearen Skala versehenen Remlssionsphotometers (Reflomat •) mit dem 
unbenutzten Teststrelfen auf 0 Skalenteile und mit eIner schwarzen Folie auf 100 Skalentelle erhfilt man 
fur die den Blaufirbungen entsprechenden Cholesterlnkonzentrationen die folgenden MeBwerte : 


0 mg 0 Skalentelle 

100 mg 6 Skalenteile 

200 mg 44 Skalenteile 

300 mg 66 Skalentelle 

T5 400 mg 76 Skalentelle 

500 mg 83 Skalentelle 

600 mg 88 Skalentelle 

Schwarze Kontrollfolie 100 Skalenteile 

20 Belspiel 2 

Fur einen Test zum Nachweis von Erythrozyten im Harn wurde zunachst ein Film aus folgender 
Mischung hergestellt : 

25 Poiyvinylpropionat-Dispersion (50% In Wasser) 50 g 

Kaolin 60 g 

DIoctyfnatriumsutfosucclnat 2 g 

dest. Wasser 140 ml 

30 Die Mischung wurde in einer 400 jim starken Schlcht auf eine Polycarbonat-Folie aufgetragen und 
anschlleBend mit Warmluft getrocknet. Der so erhaltene Film wird mit den unten aufgefuhrten LSsungen I 
und tl Imprftgniert und nach jeder imprSgnierung mit Warmluft getrocknet. 

L68ung I 

35 

EDTA-Naa 1 g 

TrinatriumcltrBt • 2H2O 157 g 

Cttronensdure - IH2O 3,48 g 

Phosphorsduretrimorpholld 30^5 g 

40 Benzo-ltehtgelb 0,048 g 

d«5t. Wasser 190 ml 

Dazu worden 3,2 g 2,5-Dlmethyl-2,5-dihydroperoxihexan in 60 ml Methanol geldst gegeben. 

45 L6sung II 

3.3',5,5'-Tetramethylbenzldln 0,56 g 

Dioctylnatrlumsuifosuccinat 1,0 g 

Phenanthrldin 1,4 g 

50 Phenylsemlcarbazid o!o6 g 

Toluol 100 ml 

Methoxyethanol 10 mi 

Petrolether 90 ml 

55 Der so erhaltene Film ergibt mit erythrozytenhaitigen Harnen grflne FSrbungen. 

Belspiel 3 

Fur den Nachweis von Himoglobin in Blut wurde ein Reagenzfilm aus folgender Mischung 
00 hergestellt : 

Cellulose 20 g 

Polyvinylproptonat-Disperslon (50 % In Wasser) 15 g 

Dioctylnatrlumsuifosuccinat 0,3 g 

65 0.5mol P04-Puffer. PH = 7 75 ml 
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Dte Mischung wurdo In einer 200 )im dicken Schicht auf eine Polyester-Folie aufgetragen und mit 
Warmluft getrocknet. 

LaBt man aus einer Verdunnungsreihe von Blut mit verschiedenem H§moglobin-Gehalt Jewells 1 
Tropfen 1 Minute auf dem Test einwirken. so erh§lt man nach Abwischen des Tropfens mit Watte 
5 abgestufte Farbungen. 

VermiRt man die entstandene Farbung der Teststreifen am Rem issionsphoto meter (PMQ3 von ZelB) 
bei 540 nm. dann erhalt man In Abhangigkeit von der Hamoglobinkonzentration folgende MeBwerte : 


10 

g HB/i 

% R. 


53 

46,1 


100 

38.8 


150 

31,7 

15 

201 

25,5 


Beispiel 4 

20 Zur Feststeilung der Grenzen des Verfahrens wurde in einer zu Beispie! 3analogen Mischung 
Filmoffner und Fllmbildner variiert und Filmo mit folgenden Eigenschaften erhalten : 


25 

Fiimoffner/ 
Kieselgur : 

Filmblldner 
Polyvinylproplonat 

Eigenschaften bel Reaktlon mit den 
Erythrozyten im Blut 


0.5 : 

1 

Stabfler Film, Erythrozyten dringen nur 
an einigen Stellen ein. 

30 

1 : 

1 

Stabiler Film, gleichmaUige Reaktion 
des ganzen Films. 

35 

4 : 

1 

Glelchma8ige Reaktion des ganzen 
Films, Filmmateriai wird befm Abwi- 
schen bereits teliwelse abgeldst. 


Gfps 

Polyvinylproplonat 


40 

3 : 

1 

Stabiler Film, gerlngfugige Anfarbung. 


4 bis 10 : 

1 

Stabiler Film, glelchmaBlge, tiefe 
Anfarbung. 

45 

20 

1 

Bel geringem Druck abwischfester 
Film, glelchmaBlge Anf§rbung, Trop- 
fen «chromatographiert» am Rand. 


50 AnsprQche 

1. Diagnostiches Mittel zum Nachweis von Inhaltsstoffen von Flussigkelten bestehend aus einem 
fiussigkeitsbestandigen Film, der aus einer waBrlgen Dispersion von filmbiidenden organischen Kunst- 
stoffen hergesteilt ist und dem die fur den Nachweis erforderiichen Reagenzlen sowie Fullstoffe in Form 

55 unldsilcher anorganischer oder organischer Partike[ einer GroBe zwischen 0,2 und 20 MIkrometern 
beigemischt sind, dadurch gekennzeichnet, daB zur Offnung des Films fur Inhaitsstoffe eines Moleku- 
largewichts von uber 50.000 sowie fur Inhaitsstoffe in Form von korpuskuldren Bestandteilen das 
GewichtsverhSltnls von Fiilistoffmenge zur Kunststoffmenge im Bereich von 2:1 bis 20 : 1 llegt. 

2. Diagnostisches Mittel gemdB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Film auf einem Triger 
60 befestlgt ist. 


Claims 

65 1. Diagnostic agent for the detection of component materials fn liquids, consisting of a water- 
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JS^!Si^^rISS.S^S^l^^^ dispersion of film-forming organic synthetic resins and 
Sl^J^tiS^SSS^^^^,^*^'^ ^to". «» as filling materials in the form of 
«S5S^i^22l^^2^S^£f ''•^ » micrometers, characterised in 
fnTrnmrZ.^?!^??^ "wterials wIth 8 molecular weight of over 50.000. as well as 

»f«NTy»«rt materUa in theform of corpuscular components, the weight ratio of the amount of filling 
"wtofWto tt» «nMwnt ot synthetic resin ties in the range of from 2 : 1 to 20 : 1 

Z DtasnoBtic aeent according to claim 1. characterised In that the film is fixed on to a carrier. 


w 


IS 


film ^ -""^T "^"""^ constitutifs de liquides comprenant un 

«mlnS^.!"i^ * P^"*" dispersion aqueuse de matldros synthetiques 

^STSil^SLlrS!?!!? ^Jfi? rn6lang68 les r§actifs n^essaires k la mise en Evidence alnsi 

2^«2Lf^2l ft ST^tf*** ^ de particules min6rales et organiques insolubles dont la tailie est 

22S2^^2L f ®" ^ P**"^ fl'™ accessible aux composes 

oowttertils dmt to pohte molteuiaire est supdrieur k 50.000 alnsi qu'aux composes constitutteTe 

" * matf*rBs synthetiques est compris entre 2/1 et 20/1 

2. A9mc (to diagncxstic sefttm la nevendteatton 1 carBct§ris6 en ce que fe fifm est fix6 sur un support. 
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